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論 文 内 容 要 旨
水産食品に含まれる脂質は高度不飽和脂肪酸に富んでいる。 これ らの脂肪酸は成人病予防等に
優れた生理効果が期待 され,多 くの注目を集めている反面,極 めて酸化 しやす く植物油脂の主要
構成不飽和脂肪酸であるリノール酸や リノレン酸の酸化機構が詳細に解明されているのに比較 し
て,そ の酸化機構の詳細,と くに酸化速度などにっいては不明のままである。水産食品の加工お
よび貯蔵中の酸化による劣化は魚臭発生などのにおいの劣化にとどまらず色や味の変化,酸化油
脂の毒性やさらにはたんぱ く.質などの他の栄養成分の損傷など大きな問題となっている。一般 に
不飽和脂質の酸化はhydroperoxide(HPO)を第一次生成物とするフリー ラジカル連鎮反応と
考えられており,反応が進むにつれて種々の二次生成物が生ず ることが知られている。 しか し,
水産食品においては高度不飽和酸が多く含まれ,た んぱ く質をは じめ他の諸成分が共存するため,
HPOの分解が促進されることが予想 されるがその詳細な機構は不明である。水産食品の酸化的劣
化の指標としては過酸化物価やチオバルビッール酸 』(TBA)値が広 く用いられているが,これ ら
がどれだけ劣化を正確に反映 しているかについて も疑問がある。
食品中で脂質酸化を促進する物質 とgて信無機遷酵金属,ヘ ム色素蛋白質がよく知 ら,れている
が,未加熱の もので1まlipoxygenase(LOX)が豆類をはじめとする植物特有の酸化促進物質 と
いわれてきた。 しかし,最近では動物組織中に もLOXの 存在が明 らかになり,と くにロィコ ト
リエ ンなどエイコサノイド代謝において重要な生理機能を持っていることが明らかになってきた。
そこで,本 研究では水産食品の脂質変化機構の解明を 目的とし,まず水産物脂質に特有の高度
不飽和脂肪酸であるエイコサペ ンタエン酸(EPA,正 式にはイコサペンタエ ン酸であるが,本 論
では慣用名を使用する)および ドコサヘキサエン酸(DHA)を脂質のモデルとし,酸化速度およ
び酸化生成物のpatternを明 らかにしれ。ついで魚肉モデル系としてEPAを 添加した脱脂マイ
ワシの各組織での酸化の様子を観察 したところ,と くに皮に酸化促進因子が存在することが明ら
かになったので,こ の酸化促進因子の分別精製を行い,酵 素が酸化に関与 しているか否かを検討
した。また,魚粉中での酸化反応に伴 う劣化の際に油脂の特数やたんぱ く質がどのように変化す
るかを調べ,従 来の評価法の妥当性について検討 した。最後に,メ イラー ド反応,あ るいは高圧
炭酸ガス抽出によって保存巾の酸化的劣化を抑制 した水産食品の開発を試みた。
第1章.高 度不飽和脂肪酸の自動酸化
エイコサペ ンタエ ン酸(EPA)お よび ドコサヘキサエ ン酸(DHA)の エチル エス テルを5℃
の暗所 あるいはケイ光灯照射(90Lux)の条件下 で 自動酸化 させた時の諸変化 にっいて リノール
酸(Lo)お よび リノレン酸(Ln)エ チルエステル と比較検討 した。基質 と したEPA,DHAは
魚 油か ら尿素 付加法 および減圧 蒸溜 で調製 した もので,純 度 は それぞれ94.5,94.1%であ った。
EPAお よびDIIAは酸素吸収 五1:からその酸化を追跡す ると暗所に おいて も3-4日 の誘導期を
過 ぎる と速 やかに酸化 され,特 にヶ イ光灯 照射下では誘導期な しに酸化 が進行 した(Flg.1,2)。
…方 ,植 物油 に多 く含 まれてい るLo,Lnは5℃ の暗所で は50日以上 および20日の酸化誘導期を
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FIG.1.Timecourseo[oxygenabsorptionduringautoxidationof
ethylestueofLo,Ln.EPAandDHAat5Cisthedark.
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Fig.2.Time-coLneofoxygenabsorptionduring
autoxidationofLo,Ln,EPAandDHAat5-C
underafluorescentlampirradiation.
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示 し,ケ イ光灯照射下で もそれぞ れ
1-2,15日間 の誘導期 を示 した
(Fig.1,2)。暗所で のEPA・DHA
の誘導期後の酸素吸収速度 はLnの
5.2,8.5倍(Flg.1),ケイ光灯照
射2日 目での酸素吸収速度 はLnの
場合 はLoの99倍で あったが,EPA
・DHAはそれぞれ743,948倍 で
あ った(Fig.2)。したが って,水 産
物の冷蔵保 存中 にもEPAお よび
DHAは 速やか に酸 化 が 行 なわれ る
と予想 され る。
酸化 に伴 う酸化生成物のパ ター ン
を薄層 クロマ トグ ラフ ィーで調べ る
と,EPA・DHAの 酸化一次産物で
あ るhydroperoxlde(HPO)はLo
のHPOよ り極 めて 不 安 定で,酸 化
初 期か らそのHPOの 分 解 が 起 きて
HPO量 を上回 るかな りの 高 極 性二
次酸化生成物がで き(Flg.3-5),
その大部分(約70%)は 二量体 など
の重合物で あった(Table1)。その
た めFlg.6,7に示 したように全消費
酸素の約1/を しか過酸化物価 として
示す ことがで きず,こ れ は植物油 の
主要 ポ リエ ン酸で ある リノール酸 で
は90%以上がHPOで あるのと大きく
異 って いる。 したが って,一 般 に食
品の脂質酸化評価法 として用 い られ
て いる過酸化物価 は水産食品 におい
て は定量的評価法 と して適当では な
いと思われ る。
一般 に,酸 化油脂重合物の結合様
式 と してはC-C,C-0-C,C-
O-O-Cの3種 が考 え られ,初期酸
化 段階 のMethylLoはもっぱ ら
C-〇 二〇一Cの 結 合 を もって い
ると報告 されて いるが,.EPA.,
DHAの 酸 化 におい亡rはC一.O一
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TABLε1
UielribulionofPolymersInPolerMelerlelsofEthylEPAendDHAAutoxidizedet6CIntheDerk
SiO,column(ractionelyield)
Bio-BendsS-X3
columnfractionNo.MeanMWWeight190)
.Di
gしributlooinpolarmaしerials{%1
Tetra,trimerDimerMonomer
EPA{POV;4?34meq'kg,
DEEIHex140:60,60:50)
Rf:0.06.O.IB
{9.8鮒
DEE/11ex170:301,DEEI100)end
EtOH(1001
R(:0.00-0.07
(25.3%)
Tote]polarmaterials
IIHA(POV:5162meq/kgl
DEE/Hex140:60,50:501
R(:0.05-0.19
(11.6%I
DEE'Hexl?0:30}.DEε{真00}叩d
EtOlllLOOI.
Rt:0.000.07
(31.9%1
Totalpolarmaterinls
35-47
49-82
66-80
30-43
45-52
6b-95
,36-47
49=52
65-80
30-43
45-62
66-95
648
41fl
308
1438
693
38b
624
466
376
1678
?39
362
10.5
fi4.0'
36.6
44.1
45.0
1LO
its
50.9
a2s
46.4
46.7
?,1
36.0
38.1
38.7
40.6
25.3
21.4
Table2,Intermolecularlinkagedistributionof
di揃ersf◎・medd町i・耳aut。えid・ti・P。f章thy1・・ters.
。fL・,L叫EPA・ 唄.DHA註t .5℃ 雌 ・irradia-
tionwithafluorescentlamp
POVC-O-O-CC-O-C
(meq/KS)(%)(%)
Lo
Ln
EPA
DHA
dd70
3235
T475
3za9
1130
3135
11SO
3199
73.7
s9.s
84.4
80.0
79.G
80.0
80.8
79.2
26.3
30.2
15.5
20.0
20.4
20.0
19.2
20.8
第2章 脱脂凍結乾燥 魚肉を用いた食品 モデル 系における
エイコサペンタエン酸の酸化および実際の水産加工品
の貯蔵中の脂質変化
前章では魚肉に含まれる高度不飽和脂肪酸は非常に酸化 しやす く,.リノール酸と異なってHPO
の安定性が低いので,過 酸化物価で示される酸素は全消費酸素のLゐ以下であることを示 した。
魚肉においてはヘム蛋白などの酸化促進物質も共存するため,き らにHPOあ分解が促進され る
のが予想される魁.そ9詳 細ほまだ不明である。そ こで,本章では魚肉モデル系と実際の水産加
工品中での酸化反応に伴 う劣イヒの際に油脂の特数やたんぱ く質がどのように変化するかを調べた。
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2-1脱 脂凍結乾燥魚肉を用いた食品モデル系における
エイコサペンタエン酸の酸化
まず,本 節では自動酸化 に伴 う魚肉中での脂質酸化の様子を定量的に調べるために,酸化が速
いといわれるヘム蛋白質含量の高い赤身魚としてマイワシを選び,そ の普通肉,拍1合肉および皮
の脱脂凍結乾燥標品にエイコサペンタエン酸エチルエステル(H・EPA)を混合 したモデル系を
調製 し,酸化の進行を白身魚であるスケ トウダラ普通肉および脱脂大豆あるいはcasein共存下
での反応と比較検討 した。
FiB.8に示 したように魚
肉の 普通肉のE・EPA酸
化への影響 はマイ ワシとス
ケ トウダ ラで ほ とん ど差 が
な く,ヘ モグ ロビン含量 が
著 し く高いマ イワ シ血合 肉
で も:本条件下では普通 肉よ
りやや速か ったに過 ぎなか 「
った。 しか し,皮 の場合 に
は著 しい酸化促 進がみ られ,
この効果 は120℃で60分加
熱 した場合 には約80%酸化
が抑え られ,熱 不安定な酸
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化促 進物 質,恐 ら く酵素に よる酸化促進が示唆 された。特 に,ESR(ElectronSpinReson-
ance,電子 ス ピン共鳴吸収)に よ るradical量を測定 した結果,皮 に他の部分 よ りradicalが多
量 に存 在 し,ま たEPAを 添加 した後のradical増加 も最 も著 しか ったので,皮の酸化促進活性が
大 きいことがradica王量か らも示 され た(Fig.9)。普通肉の場合 にはマ イワ シ ・タラとも貯蔵'
8日 目の間 の酸化は加熱処 理によ って20-50%が抑え られ孝。一方,マ イワ シ血合肉の場合 は加
熱処 理 によ ってE・EPAの 酸化が逆 に促 進 され る傾向がみ られ,血合・肉の場合 にはヘム蛋 白に よ
る非 酵素的促進が重要 であ ることが裏 付 け られ た。
過 酸化物価によ って測定 され るハ イ ドロパ ーオキサイ ド酸素(Fig.10)の全 消 費 酸 素 に対す
る割合 を求めて み ると,Fig。11に示 した ようにこの比 は脂質単独よ り・も著 し「く小 さ く,と くに酸
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」化の進行と共に減少するため,5℃,1週 間後には約20%に低下 した。すなわち,過 酸化物価で
は酸化劣化が評価できないことが明らかになった。従って,魚 肉の脂質酸化の判定は過酸化物価
は不適で,む しろ抽出油の褐変度(Fig.12)やケイ光強度(Fig.13)など安定な生成物を測定 し
た方がいいことが示唆され'
た。大豆で はやは り過 酸化
物価 の比率が低か ったが,
これは大豆 にはIipoxyge-
naseと共1こhydroperox-
idelyaseなどハ イ ドロ
パ ーオキサイ ドを分解す る
酵素が共存 す るため と思わ
れる。
is
?
?
?
、
?〜
??
?
??
?
?
?
RaN
ジ ・
壁
Sobe"
____口_堕gbg
十
looked
00 亀2へ"6.80z468
1ncubotlontime(daysl`
F`・12・{1鵬
sc巳讐・彗eC・1、襯 呂,、9'・・MEPAd・ ・1・9・u・・xld…酬t・ ・・…u・P・。一
?
?
?
?」
??
?
??、
?
??》
?
??
??
?
?
?
?
?
?」?
?
」
Ro貿
0鵜
ノ}
T
Cooked
曹Sardl鴫e{s医in1
乱 乱、騰il
?
?
?
←ー
?
[ncu6atlontime(dovs,l
Fl・・13・濫 器 、・1,1臨1・51・多・C・1托・呈言1・着。,1.・岬'晒 …g・u…1面U・・
468
2-2実 際 の 水 産 加 工 品 の 貯 蔵 中 の 脂 質 変 化
実際の水産加工品の製造および貯蔵中の脂質変化を調べることを目的とし,マ イワシ塩干品を
調製 して5℃,暗 所保存した際の脂質変化を検討 した。
酸素吸収速度を比較すると,通常の製法であ「る未加熱試料の場合は5℃ においても誘導期なし
急激に酸素を吸収 したが,酵 素失活させたco`)ked製品と抗酸化剤 ブチルヒドロキシアニソール
(BHA)処理製品は酸素吸収が抑えられた(Fig」4)。と くに,cooked製品 の場合は5℃ 貯
蔵初期はBHA処理製品と同 じにハイ ドロパーオキサイ ドとカルボニルの生成が非常 に抑えられ
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た。 したが って,加 熱処 理を行 っていない水産物 の脂 質変化 においては単純 な自動酸化 だけで は
な く,酵 素 の関 与が 示唆 され た。 また,各 製 品が吸収 した酵素のperoxide生成へ の転換率(Fig.
15)は未 加熱 試料 では0.14～0.44と低 く,速 やかな二 次生成物への転換が起 っている もの と思
われ る。一方,酵 素 を失 活させたcQoked製品では0.42～0,78と比較的高か った。このように魚
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肉ではHPOが蓄積 しにくいため,酸化的劣化を評価するためには前節で述べたように安定 な酸
化二次生成物あるいは蛋白質などとの最終反応生成物を褐変度などで測定 した方がいいと思われ
る。
第3章 マ イ ワ シ皮 に 含 ま れ る 脂 質 酸 化 促 進 物 質 の 検 索 .
前章の乾燥系でEPAの酸化の進行を調べた結果,魚 皮中で最も酸化が著 しく,・加熱処理に
より酸化速度が低下 したので酵素が関与している可能性が示唆された。そこで,・本章ではマイワ「
シ魚皮の脂質酸化促進物質の本態を明らかにするため,emulsion系での酸化促進効果を指標と
して種々の抽出法を検討 し,引き続いて各種chromatographyで精製を試みた。
マイワシの普通肉,血合肉および皮のアセ トンパウダーの脂質(EPA)酸化促進活性をemu1一・
sion系で調べてみた結果(Table3),前章の乾輝系と同様に皮の区分が血合肉よ り約3倍 活性
が高かった。その皮の0.05Mりん酸buffer抽出区分は高イオン強度抽出区分と比べて脂質酸
化促進活性が高 く(Fig.16),その酸化活性
はKCN(2mM)添 加で ほとん ど完全 に阻害
され,加 熱処理 によって活性 は半 減 した。 そ
して,こ の区分 はSephadexG-200ゲル源
過 で2つ の高活性画分G一 瓦G .一皿 が 得 ら
れ(Fig.17),その活性 はSoret吸収帯の吸
収 で測 定 したヘム量 と相関 していることが わ
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か った。 これ らの画分 を加熱処
理する とG-H画 分は66-72%,
G一皿画分 は.10-24%それ ぞれ
活性が阻害 され,G一 皿画分は
ヘム量が多 いことか ら,主 と し
て ヘム蛋白質 により非酵素的 に 』
酸化が促 進 されてい ることが示.
唆 されたが,G一 皿画分は熱不
安定な酵 幸様 の物質 が脂質 酸化
を促進す ると推定 された。 この
G-H画 分 はさ らにDEAE-
SephadexA-50およびCM-
SephadexA-50によるイオ ン
交換 クロマ トグ ラフィーによ っ
て少 くと も2つ 以上の高活性画
分に分け られ,と もに加熱 失活
によ って約80%阻害'され た。本
画分に含 まれ る酸化促 進物質 は
中性付近に至適pHを もって お
り(Fig.18),リノール酸,
EPAな どを酸化 して 共 役 系 を
有す るハ イ ドロパ ーオ キサイ ド
を生 ず るところか らリポキ シゲ
ナーゼ様酵 素 と推 定 され るが,
ヘ ムを含 有 してい ることが一般
の リポキ シゲナーゼと異 な って
いる。 また従来報告 されている
動物 由来の リポキシゲ ナーゼが
遊離脂肪酸を基質 と してい るの
に対 し,本 画分は エステル型 脂
肪 酸に も活 性を持 っている点 が
特異である。本 画分の分子 量は
電気泳動 か ら約24万以上 と大豆
リポキシゲナーゼ やヘモグロ ビ
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第4章 メイラー ド反応 あるいは高圧炭酸ガス抽出法による
脂質酸化抑制水産加工品の開発の試み
水産物の酸化安定性を高めるには抗酸化剤の使用が有効であるが,合 成抗酸化剤は発がんなど ・
の恐れから現在ではほとん ど使用されな くなっているが,一方代替として適当な天然抗酸化剤が
ないところから脂質変化による悪影響の方がかえって憂慮される状態となっている。そこで,本
章では合成抗酸化剤を用いないで酸化安定性の向上をはかることを目的とし,メイラー ド反応に
よる酸化安定性の向上と,魚肉たんぱく質か らの新 しい脱脂法について検討 した。
4-1メ イ ラ ー ド反 応 を 応 用 した フ ィ ッ シ ュ ミ ー ル の 酸 化 防 止
フ ィッシュ ミール,と くに沿岸の多獲牲赤 身魚 を原料 と して多産 されてい るブラウン ミールは
脂質含量が高 いため,製 造 な らびに貯蔵中の脂質酸化が大 きな問題 であ る。 また ブラウン ミール
には遊離 ヒスチジ ンの含量 が高 く,こ れ は ヒスタ ミンの生成,さ らに高温下で は リジンと反応 し,
ニワ トリ砂 の うのび らんの原因物質 で ある ジゼロシ ンの生成を引 き起 こす。 そこで,Fig.19に
示 したよ うにマイワ シミールの製造時の中間 産物で あるstickwater(エキス分)に グル コース
を添加後,100℃ で加熱褐変 させてか らpresscakeに加えて乾燥 し,ホ ール ミールを調製 した。
本 ミールを貯 蔵 した場合,酸 素吸収 度か ら判定 した酸化安定性は著 しく向上 し,エ トキ シキン添
加 区(0.01%)に匹敵 した(Fig.20)。また,メ イ ラー ド反応によ って,stickwaterに多量 に
含 まれ,砂 の うの びらんの原因 となるジゼ ロ シンの前駆物質である ヒスチ ジンおよ び ヒスタ ミン
の量が著 し く減少 した。本法 によ り,た ん白質の栄養価を損 うことな く酸化安定 性を向上で きた。
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4-2高 浸透圧脱水および高圧炭酸ガス抽出法による
す り身用イワシ脱脂魚粉の開発
日本の水産ねり製品の原料としては,スケ トウダラの冷凍す り身が主体となっているが,漁獲
の減少が懸念されており原料魚種の多様化が課題となっている。一方漁獲量の大部分が飼料とし
て消費されているマイワシをね り製品原料として利用する試みも行なわれ,その技術は一応確立
されている。 しか し,赤身魚は筋肉の脂質含量が高いため,水 晒 しによってその大半は除去 され
るが,尚 残存 している脂質は魚臭の原因となり問題となっている。そこで,たん白質変性を伴わ
ない温和な脱脂法として高圧炭酸ガス
抽出を試みた(Fig.21)。
高圧炭酸ガス抽出中,塩 可溶性窒素
はやや減少 したがかまぼこ形成能は保持
され,か まぼこの臭いは前処理の高浸
透圧脱水操作によって向上 し,液化炭
酸ガス抽出によってさらに改善 された。
さらに,液化炭酸ガスによる脂質の抽
出は保存中の魚臭の発出の防止および
酸化抑制に有効であった。
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1.水産食品1こ多量に含まれているエイコサペンタエン酸や ドコサヘキサエン酸のような高度不
飽和脂肪酸は冷蔵保存の条 件でも速やかに酸化 され,そ の第一次酸化生成物であるハイ ドロ
パーオキサイ ドは極めて不安定で酸化初期から重合物を主成分とする高極性二次酸化生成物が
大量に生成 した。
2.脱脂凍結乾燥魚肉を用いた食品モデル系でもエイコサペンタエン酸は速やかに酸化 したが,
ハイ ドロパーオキサイ ドの蓄積は一段と少 く水産食:品の脂質酸化の判定は過酸化物価は不適で,
より安定な生成物すなわち褐変度やケイ光強度測定が有効である。
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3.赤 身魚で は脂 質酸化 は皮の部分で著 しく,そ の促進物 質の本態はhemeを含むlipoxyge11-
ase様酵 素と推定 され た。
4.メ イラー ド反応 を応 用 した フィッシュ ミールの調製 でたん白質の栄養価 を損 う ことな く酸化
安 定性を向上 で きた。
5.高 浸透圧脱水 および液体炭 酸ガス抽 出によ って魚 臭発生の防 止および酸化抑制 可能のす り身
用脱 脂魚粉 が製造で きた。
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審 査 結 果 の 要 旨
水産食品に含まれる脂質は特異的にエイコサペンタエン酸や ドコサヘキサエン酸などの高度不
飽和脂肪酸に富んでいる。 これらの脂肪酸は成人病予防などの生理効果から注目を集め,食 品へ
の強化が試みられている。 しか し,一方これら高度不飽和酸は酸化安定性が悪 く,魚臭発生ある
いは色や味の劣化の原因となる。植物油の主要構成脂肪酸であるリノール酸,リ ノレソ酸の酸化
機構の研究は多いが,高度不飽和酸の酸化速度や詳細な酸化機構は不明である。本研究は水産食
品の酸化劣化機構の解明を目的とし,高度不飽和脂肪酸をその脂質モデルとして,種 々の条件下
で酸化させ,劣化機構を検討 したものである。
本研究により,高度不飽和酸の酸化速度は リノレン酸の5～8倍 とはや く,冷蔵庫保存の条件
でもすみやかに酸化 し,第一次生成物のヒドロペルオキシ ドが不安定でただちに重合物をは じめ
とする二次生成物に移行することが明らかになった。また魚肉蛋白質が存在すると,その酸化は
さらに促進され,ヒ ドロペルオキシ ドの分解 もはや くなるので従来,水 産物の酸化の指標 とされ
てきた過酸化物の定量(過 酸化物価)で は脂質劣化が評価できないことが明らかになった。魚の
組織の中でとくに皮部の酸化促進活性が高く,本活性は熱に不安定な ところから酵素 と推定 さ
れ,ク ロマ トグラフィーに よってヘムを含む活性画分を得,こ れは従来知られている リポキシゲ
ナーゼとは異なるユニークなものである。
さらに合成抗酸化剤を使用しない水産食品の酸化劣化防止を試み,メ イラード反応や高圧炭酸
ガス抽出を用いる新 しいプロセスの可能性を見出した。
以上の成果は,脂質酸化機構に関する基礎的な知見をもたらしただけでな く,水産食品の加
工,保蔵技術の発展に寄与するところが大 きく,農学博士の学位を授与するに値するものと認定
した。
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